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ANOTACE

CESKY

Predkladané prace je reSersni studii elektrochemickBbvani jednotlivych
nukleovych bazi molekuly DNA, se zarenim na derivaty purinu. Bak#tka
prace nahlizi do problematiky elektroanalytickychetod se zawtenim na
eliminaini voltamerii. Elimanéni voltametrie (EVLS — Elimation Voltammetry
with Linear Scan) je po#nné novou metodou umaiijici separaci potencialév
blizkych  signdl, zvySeni proudové citlivosti a odhaleni rozdilu
v elektrochemickém procesu deriggturinu. Shromazsha fakta by mohla veést
k lepSimu  pochopeni  studovanych pracesa budoucimu  vyvoji

elektrochemickych senzibpro elektroanalyzu nukleovych kyselin.

Kli¢ova slova: voltametrie, nfova elektroda, DNA, Purin

ANNOTATION

ENGLISH

The presented work summarizes available informationthe field of
electrochemical behavior of individual DNA molecsileucleic bases, focusing on
the purine derivatives. This bachelor thesis death electroanalytical methods
especially Elimination Voltammetry with Linear Sc@VLS). EVLS is relatively
new method allowing the separation of signals wltise potential value enhance
of current detection sensitivity and detecting thdifferences in
electrochemical process of purine derivatives. Thkected data should lead to
better understanding of studied processes and efutdevelopment of

electrochemical sensors for nucleic acids electlyars.

Keywords:  voltammetry , mercury electrode, DNAfiRu
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,6-DAMP  2,6-diaminopurin
2-AMP 2-aminopurin
2-AMP:C 2-aminopurin a cytosin
2-AMP:T 2-aminopurin a thymin
A, Ade, ADE adenin

ADA Adenosine Deaminase Deficienty

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome (Syndraiskaného selhani
imunity)

A-T adenin a thymin

C cytosin

CA cytosin, adenin

Cv cyklicka voltametrie

DAPA 2,6-diaminopurin arabinosid

ddA 2,3-dideoxyadenosinu

ddDAPR 2,6-diaminopurin-2,3-dideoxyribosid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DME Drop Mercury Electrode (rtova kapkova elektroda)

dsDNA dvouetézcova deoxyribonikleotidova kyselina

E naeti

EP elimin&ni polarografie

EVLS Elimination Voltammetry with Liner Scan (elinani voltametrie s

linearnim scanem)

G guanin

G-C guanin a cytosin

HIV Human Immunodeficiency Virus

HMDE Hanging Mercury Drop Electrode (visici ttva kapkova
elektroda)

I proud



ISE iontow selektivni elektroda
LSV Linear Sweep Voltammetry (linearni voltamejri
MRNA mediatorova (messenger) ribonukleova kyselina

NA, NK nukleova kyselina

ODN oligonukleotid

p53 protein zabraujici nadorové transformaci DNA

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza

PVC polyvinylchlorid

RNA ribonukleova kyselina

SMDE Stationary Mercury Drop Electrode (staciomdtapkova rttiova
elektroda)

tRNA transferova ribonukleova kyselin



UvOoD

Struktura deoxyribonukleové kyseliny (DNA) byla pépma v roce 1954. DNAugtava
stale jednou z nejstudowgsich biologickych molekul. O tomto faktu &i, Ze v roce 2004
bylo publikovano vice nez 30 tisttanki vénujicich se studiu DNA.

Strukturu dvousroubovice DNA objasnili Amé&ain James Watson a Brit Francis Crick
pomoci rentgenové strukturni analyzy. V roce 196&tali Nobelovu cenu za medicinu. Na
objasreni struktury DNA se podilela také Rosalinda Frambia.

V analyze DNA se uplatije celafada metod a postip V sowasné dob je stale
nejvice vyuzivanou metodou detekce DNA elektrofokét separace na PAGE -
polyakrylamidova gelova elektroforéza. Jsou hledaonyé metody umaijici rychlou a
senzitivni analyzu DNA. Alternativu fpdstavuji elektrochemické metody. Elektrochemii
nukleovych kyselin (NK) se zabyval Emil Pé&& a vroce 1960 ¥asopise Nature
publikoval elekrochemické vlastnosti NK s vyuZzitdscilografické polarografie [38].

Elektrochemie dnes nabizi postupy v oblasti kokstuevnych a rychlych biosenzor
Navrhované biosenzory jsou navrhovany pro detékdy zavaznych genetickych, ale i na
genech zavislych onema#m (nadorova onemoéni). Pro senzitivni analyzu NK a jejich
sloZzek je vyuzivana celéada novych elektrochemickycltigtupi. Nekteré se orientuji na
nové materialy, pouZitelné ke konstrukci biosefizoEliminatni voltametrie s linearni
polarizaci elektrody (Elimanation Voltammetry withnear Scan — EVLS) je vyuZivana
k analyze NK, ODN a nukleobazfiwyzkumu na Masarykayuniverzi¢ v Brn¢, predevsim

v poslednich deseti letech [1].
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1. Elektrochemické analytické metody

Elektroanalytickou chemii fizeme definovat jakatast analytické chemie, ktera
k identifikaci a stanoveni latek vyuziva elektroctiekych princig. Zkouma procesy
probihajici na rozhrani elektrod a elektrolytu. Kiledy mohou byt tuhé, kapalné nebo
plynné vodée, jimiz proud pichazi nebo odchéazi do jiného ptesti. Elektrochemické
analytické metody jsou zalozeny naéheni rekteré z elektrickych valin (nagti na
elektrodach, prochazejiciho elektrického proudwtispovaného naboje, vodivosti roztoku,
relativni permitivita). Mtena velina musi byt jednozraé¢ zavisla na koncentraci
stanovované latky. Vyuziva se zde ijjespojenych s reakciipnosu nédboje na fazovém

rozhrani nebo jevspojenych s transportem nabity&@stic v roztoku [2].
1.1. Zakladni rozdéleni elektrochemickych analytickych metod

Metody, @i nichZ ¢lankem neprochézi elektricky proud:

* rovnovazn potenciometrie

Metody, @i nichZ se obsah analytu ve vzorku elektrolyzogrinzanedbateth
e polarografie
* voltametrie

e amperometrie

Metody zaloZené na kvantitativnifggnsné analytu
» elektrogravimetrie

* coulometrie

Metody zaloZené na &eni elektrické vlastnosti roztoku jako celku
* konduktometrie

* dk-metrie [2]

1.1.1. Rovnovazna potenciometrie

Ma velky vyznam pro fyzikalni chemii - &eni disocianich konstant, rovnovaznych

konstant, konstant stability. Nejprve byly popséaaplikace potenciometrie pro tithai

12



metody. VyuZiva se #iileni potencidlového rozdilu mezi indéka a referentni elektrodou
galvanickéhoc¢lanku a sleduje se zavislost gtpna aktiviE urcovaného iontu. Potencial
mérné elektrody zavisi na aktigit stanovovaného iontu, referentni elektroda je
charakterizovana konstantnim potenciadlem.¢citei se provadi za bezproudového,
rovnovazného stavu. Potenciometrické metody se délésia metody fimé a na metody
ne@imé (titrace s potenciometrickou indikaci bodu gkignce).

PouZivané elektrody:
A. Elektrody prvniho druhu (indikai)

Prikladem je gibrna elektroda pouZzivan&i@rgentometrickych titracich. Elektroda
je realizovana kovem poienym do roztoku svych iofnt

Potencial elektrody zavisi na aktiivlastnich ioni podle Nernst-Petersovy rovnice.

Do této skupiny Ize Zadit i vodikovou elektrodu pouzivanou Kimni pH.

H,(9) j‘\

—
p(H;)=0,1MPa

solny mastek

Pt

roztok
kyseliny

Obrazek 1 Standardni vodikova elektroda

E=E°+R—;Eﬂna (1)
n

E° — standardni elektrodovy potencial (V), R — moilaplynova konstanta (8,314 J'nol?),
T - termodynamické teplota (K), F — Faradayovaskanta (96485 C.md), n — pa@et elektrori zahrnutych

v elektrodové reakci, a — aktivita idn¢ roztoku

13



B. Elektrody zaloZzené na rovhovaze mezi oxidem kokawem

Jako piklad lze uvést antimonovou, bismutova@u tellurovou elektrodu. Potencial
takovéto elektrody zavisi na pH roztoku (koncentrvaclikovych ionti). Redoxni reakce se
zde &astni velmi tenka vrstvka oxidu na povrchu elektrody. Vyhodotchto elektrod je
jejich mechanicka odolnost a jednoduchost. Antinvén@lektrody nelze pouzit v siin
kyselych nebo zasaditych roztocich. Bismutova ebelkdt se dopokiuje pro ngieni pH

v siln¢ alkalické oblasti. Zavislost potenciakchto elektrod na pH nebyva lineérni.

C. Elektrody oxid&ng - redukni (indikasni)

Prikladem je platinova nebo zlata elektroda. Eleldragprostedkovava vyminu
elektrori mezi oxidovanou a redukovanou formou. Tyto elekgrslouzi k néteni redoxniho

potencialu popsaného Nernst-Petersovou rovnici.

D. Membranové elektrody (indikai)

Jsou tvéeny membranou, kterd zcela etige dva roztoky. Membrana i roztoky
obsahuiji utity ion, ktery se mize (&astnit vynénné reakce mezi roztokem a membranou.

Potencial membranové elektrody jecawran vyneénou ionfi mezi membranou a
roztokem, nikoliv redoxni reakci. Membranové elellir jsou zakladem iontévselektivnich
elektrod(ISE).

ISE se @li na elektrody s pevnou a elektrody s kapalnou brémou. Mezi nepstji
pouzivandSE pati skleréna elektroda pro steni pH.

Fluoridové elektroda je t¥ena homogenni membranou z monokrystalusLaF

Elektrody s kapalnou membranou - aktivni kompongatazpu&tna v hydrofobnim
rozpoustdle a je imobilizovana v polymernim materidRVC) Plynovacidla: sorpce plynu
do rgjaké latky - napiklad stanoveni kyselych plin(CO,) po difazi celofanovou

membranou a rozpusti v roztoku tlumie (znena pH) za pouziti skieéné elektrody.
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E. Elektrody druhého druhu (refer@ri)

Potencial elektrody je zd&zen koncentraci aniontu, se kterym kationty etekgr
tvofi nerozpustnou sl@eninu.
= Kalomelova elektroda (nasycena): Hg(l) |.B&(s) | KCl(aq)
= Argentochloridova elektroda: Ag(s) | AgCI(s) | K&x
= Merkurosulfatovéa elektroda: Hg(l) | HBQOu(s)| K.SO4(aq)

writfnd referentnd
" eleltroda

vintfrd elelctolyt

[

i R roriel KCI
/membréna ISE i-q--::..__. . pOEEENE
e 55y g e

méfeny roztok E j sabay
Sl mfistek
Obrazek 2 Schéma iontev Obrazek 3 Kalomelova referentni
selektivni elektrody elektroda

1.1.2. Polarografie a voltametrie

Objev polarografie spojen se jménem profesora lluas$ieyrovského.

Jaroslav Heyrovsky se narodil 20. prosince 1890az® Studoval na akademickém
gymnaziu v Praze. V roce 1909 se zapsal na filokofi fakultu Karlovy univerzity. Od roku
1910 studoval na Univerzity College v Longyn

V roce 1913 ziskal hodnost bakaa Jeho studia vSakigyuSila |. s¢tova valka.
Heyrovsky narukoval ke zdravotrik. V roce 1918 Heyrovsky obhdjil na Kartov
univerzig svou diserténi praci.

Nasledujici roky se Heyrovskgnoval problematice rtiové kapkové elektrody, ktera
slouzila k n&éfeni povrchového nagi rtuti. V roce 1922 Heyrovsky publikoval objevuaiti

elektrolyzy se rttiovou kapkovou elektrodou, metodu slouzi@ltam chemické analyzy.

15



V roce 1924 sestrojil Jaroslav Heyrovsky se svyrkedd Japoncem M. Shikatou
polarograf - pistroj pro automaticky zaznamiikky zavislosti proudu na n&p pri
elektrolyze roztoku vzorku. V gatcich se zdala metoda nevhodna pro praktické tiyuzi

K rozpracovani polarografické metodiigpel Heyrovského dalSi zak D. Ilkoxi

Obrazek 4 Jeden z prvnich modepolarografu (1924)

Vroce 1924 vznikl nadvrh na konstrukci prvniho amétického pistroje, ktery
umoznil zkraceni postupu fadi hodin na minuty. Navrh Jaroslava Heyrovského na
polarograf realizovali universitni mechanici Petdlkanemann.

37 let po vynalezu polarografie 10. prosince 19&%¥pal Jaroslav Heyrovsky z rukou
Svédského krale Gustava Adolfa VI. ve Stockholmib@&ovu cenu za chemii za vynalez a
vyuZziti polarografie.

Jaroslav Heyrovsky ziska&lestné doktoraty na mnoha univerzitach (mj. Qiady,
Marseille, P&z, VarSava). Heyrovsky byl také&stnymélenem ¥deckych akademii (n&p
USA - Boston, Indie, Mdiarsko, Polsko). Byl viceprezidentem Mezinarodnieufyziki,
prezidentem polarografické spdhmsti v Londyr, cestnymélenem Japonské polarografické
spolenosti, cestnym élenem chemickych spalaosti Ceskoslovenska, Rakouska, Polska,
Anglie a Indie.

Jaroslav Heyrovsky zeil 27. lfezna 1967 a je paben na VySehrad[3].

V souwtasné dob se v analytickych laboratch pouzivaji moderni nestacionarni
polarografické techniky s eliminaci nabijeciho mowa s akumulaci analytu.

Voltametrie se doposud z historického hlediska ¢®zj@a jako polarografie.
Voltametrie pouziva jako pracovni elektrodutduwou kapkovou elektrodu, kterduie
pracovat v modu visici kapk{HMDE — hanging mercury drop electrodd&lektrochemické
¢lanky pouzivané ve voltametrii jsou sestavovanyolagzovatelné pracovni elektrody a

z nepolarizovatelné referém elektrody.
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Polarografie a voltametrie jsou zaloZeny n&eni polarizénich Kivek. V pripad,
Ze vroztoku neni fftomna latka, kterAd by se redukovala nebo oxidovgapracovni
elektroda polarizovana a faradayicky proud ji tete

Je-li vroztoku latka, ktera podléhd redukci nebxidaci, dojde k depolarizaci
elektrody a velikost katodického nebo anodickéhoougdu je mirou koncentrace

depolarizatoru [3].

__,.__Jr'k

jl,lr

J';u"'_

Obrazek 5 Polariza’ni kfivky pro elektrochemicky reverzibilni a ireverzibiteje
(1 - katodicka reverzibilni, 2 - anodicka reverhildi 3 - anodicko-katodické reverzibilni,

4 - katodicka ireverzibilni, 5 - anodicka ireverihitd

Zavislost proudu na potencidlu znaage polarograficka #vka: Ei, je tzv.
pulvinovy potencial, ktery je pro danou latku kongtdnTvar polarizani kiivky zavisi jen
na polarizaci rttiové kapkoveé elektrody, kterd zase zavisi na slopeztbku. Polarizéni

kfivka ma ti oblasti:

oblast polarizace: viozené nafti nedosahuje hodnoty pebné k pitbéhu
elektrochemické reakce. Proud je proto praktickyjowys Nepatrna hodnota proudu se
nazyvéa nabijeci nebo kapacitni proud.

oblast depolarizaceproud je zfisoben redukci latky na kat®d

nag. CU* + 26 - Cu.
Piisludnéinidlo se nazyva depolarizator (Epzr?*, Agh.
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oblast limitniho difizniho proudu:tbytek geménénych latek v okoli elektrody se
vyrovnava difuzi. Velikost limitniho difdzniho prdu udavame vyskou viny.

Kazdy depolarizator sniZzuje polarizaci jino@nou, coZ se projeviiznym umistnim
viny na ose nafii. Polohu viny posuzujeme podle tzviilydnového potencidlu £ (tj.
diftzni proud dosahne polavii hodnoty limitnihd). E;», ma konstantni hodnotu nezavislou
na koncentraci depolarizatoru (hodnoty jsou tab@bgy. Je-li vroztoku vice slozek
s dostatéené¢ odliSnymi hodnotami;, (0 0,2 V), vytvdi kazda slozka svou vlastni vinu.
Ziskame tak polarografické spektrum.

U wtSiny analyz je nutno odstranit kyslik z roztokmtpze se redukuje na katod
jeho polarografické maximum zastirfiuky jinych sloZzek. Proto do roztoku zavadime inért
plyn, nag. dusik.

Difereréni pulzni polarografie je mnohem citjgi metodou nez Kklasicka
polarografie. Pouzitim kapkové elektrody s mechamt odtrhavanim kapek se vyr&zn
shiZuje spatba rtuti. Napti vkladané mezi polarizovatelnou a srovnavacitedeki se mini
po malych pirastcich pro kazdou novou kapku. Na konci kaZzdétidigtku nagti je vioZzen
obdélnikovy nagovy impuls. Proud je gfen vZdy ped z&atkem pulsu aied jeho koncem
a je zjiStna diference meziémito proudy 4. Tato diference se vynasi v zavislosti na

vklddaném nagti. Méfeni proudu na konci kapek vyrazamezuje vliv kapacitniho proudu

[5].

Polarografické proudy
1) Difdzni proud
* 'V metod polarografie nese vlastni analyticky signal.
e Za pitomnosti zakladniho elektrolytu jefgnos depolarizatoru k povrchu
elektrodytizen pouze difuzi.
* Hodnota difuzniho proudu je podle Illk¢evy rovnice gimo Umérna
koncentraci depolarizatoru.

2) Migra¢ni proud

» Kation redukujici se na katdde dostava k jejimu povrchu téz
do jisté miry migraci.
» Koncentrace redukujiciho se aniontu je migracimraha.
» Migra¢ni slozka polarografického prouduize tudiz snizovat nebo

zvySovat analyticky signal.

18



* Vliv migra¢niho proudu se pottaje pridavkem indiferentniho
elektrolytu.
3) Nabijeci (kapacitni) proud

e | vpiipak, kdy zakladni elektrolyt neobsahuje Zadny depoédor, Ize
registrovat po vloZeni ngp na elektrody nahly nast a nasledowhrychly
pokles proudu.

* Pozorovany proud souvisi s nabijenim elektrické jwgtvy na povrchu
elektrody (chova se jako kondenzétor).

» U rtutové kapkové elektrody se povrch kapkytduje, udrzovani ndboje jeji
elektrické dvojvrstvy se projevuje jako nabijecaglcitni) proud.

* Okamzita hodnota nabijeciho proudu na kazdé kapfimkcicasu.

« P¥i koncentracich depolarizatoru niz$ich nez’ Ifol.I* nabijeci proud jiz
vyrazre zkresluje zaznam polarografické viny a tim omezigsazitelnou mez
detekce.

« Uginng Ize vliv nabijeciho proudu potli pii méienich stasow promsnnym
napstim ¢i proudem (metody se superponovanymétiap, tast-polarografie).

4) Kinetické proudy

» Pozorovany u depolarizafgrjejichz koncentrace u povrchu elektrody nezavisi
na difuzi, ale jgizena chemickou reakci.

« Dana chemicka reakce probih&a &itou rychlosti a tim ovlisiuje vysledny
polarograficky proud.

* S elektrodovou reakci souvisi chemicka ¢ma depolarizatoru jako é&p
piedtazeny, vazeny do elektrodovéh@jd nebo nasledny.

» Kinetické proudy jsogasto zn&n¢ zavislé na teplet

5) Katalyticky proud vodiku

* Vznika snizenim fepiti vodiku zmsobenym jiz malou koncentraci
katalyzatoru.
* Na polarogramu je pozorovatelna dvojvina odpovadajylucovani vodiku.

6) Adsorgni proud

» Pozorovén f reverzibilnich redoxnichgich u rekterych organickych latek.
» Projevuje se vznikem malé polarografické viny pagérk pozitivigjSim nebo

k negativigjSim hodnotam naii.
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* Vznik této viny souvisi s adsorpci redukované, ektige oxidované formy na

povrchu elektrody [2,6].

Zapojeni obvodu pro voltametricka méreni

Z hlediska zapojeni voltametrické (polarografick&y mame d¥ moznosti. Bd’

uspdadani dvouelektrodové nehidelektrodové.

Dvouelektrodové uspd#adani je tvareno pracovni elektrodou pamemou do
analyzovaneho roztoku a refeten elektrodou spojenou s analyzovanym roztokem
solnym miistkem. Napti ze zdroje vkladané na pracovni a refénérelektrodu je réfeno
voltmetrem a proud prochazejilankem je mifen ampérmetrem. Vzhledem k tomu, ze
potenciél nepolarizovatelné refetain elektrody je konstantni, se #nou vloZzeného
nagéti méni potenciél polarizovatelné pracovni elektrodyvidedou dvouelektrodového
uspdadani je, ze potencial pracovni elektrody néasg znam - pi prichodu proudu se
¢ast vloZzeného n&f ztrati na odporu analyzovaného roztoku.

V praxi se ¥tdinou pouZivéarielektrodové zapojenivoltametrickéhoslanku. Clanek je
doplrtn o pomocnou elektrodu. Proudééemezi pomocnou a pracovni elektrodou,
skute&ny potencial pracovni elektrody se ¢iin proti referedni elektroéd za
bezproudového stavu. Zdrojem gty ttielektrodovém usgadani je potenciostat. Je to
piistroj, ktery udrzuje potencial pracovni elektrodg pozadované hodrotim, Ze
pozadovany potencial neustéle porovnava s aktuanihenym potencialem arjpadny
rozdil, zpisobeny nap Ubytkem na@ti na odporu roztoku, automaticky vyrovnava
zménou napti na pomocné elektréd Casovy ptibéh potencialu a ®feni proudutidi

v modernich fistrojich paitac [2].

zdroj
] ﬂEFé“ . na t[
A-metr, A-metr
V-metr V-metr %

g r
o

Obrazek 6 Zapojeni elektrického obvodu vyuzivaneénvpltametrické analyze

v dvouelektrodovém dielektrodovém usgadani experimentu.

Vyswtlivky v popisu ozngni: w (working), r (reference), a(auxiliery) elemies
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Voltametrické a polarografické elektrody

A. Pracovni polarizovatelné elektrody

Ve voltametrii se né€pstji pouZivaji elektrody platinové, zlaté, uhlikowé rtutové.
Elektrody maji dizny tvar (disk, plisek, dratek, vlakno, kapka).deraat nizeme v klidném i
v michaném roztoku, michani je zaji#d rotaci elektrody nebo michanim roztoku.
V klidném roztoku je analyt dopravovan k elekiodlifuzi (polarografie/voltametrie),

v michaném roztokuipvlada transport analytu konvekci (voltametrietsjfoi elektrodou).

B. Pomocné elektrody

Ve srovnani s pracovnimi elektrodami maji podstat€tSi povrch. Jsou té#n
nepolarizovatelné. Obvykle jsou temy platinovym pliSkenti dratkem nebo grafitovou

tycinkou.

C. Referenini elektrody

Maji obecné pouziti jako elektrody neémmého potencidlu pro négngjsi
elektrochemicka wteni. Jedna se¢tdinou o elektrody druhého druhu a maji univerizaln
pouziti ve vSech systémech, kdeigbl esré meiit potencial. Pouzitelné jsou i pro vSechny
elektrochemické ®ftici pristroje. Referetni elektrody pro polarografické analyzatory jsou
konstrukci pouzdra a délkogla uzpisobeny pro pouziti ve ,standech&Zm uzivanych
polarograt.

Druhy elektrod: argentochloridova, kalomelova, nuedsulfatova [2, 6, 7].

1.1.2.1. Rtufova kapkova elektroda

Rtut’ se z rezervoaruiadi kapilarou (pkmér 0,05 mm) do analyzovaného roztoku.
Povrch elektrody se v fibchu analyzy periodicky obnovuje. Pravidelnym odkapém ze
sklerené kapilary udrzuje rtiova kapkova elektroda stalesty povrch.

Rtuw’ vykazuje znané geepsti vodiku - elektrodu Ize tedy polarizovat az kexaw
negativnim potenciam (-2,4 V), aniz by se rozkladal zakladni elekttol@bor pozitivnich
potencial je omezen anodickym rozpo&sim rtuti (+0,4 V). Na elektradse vyli&uje velmi
malé mnoZstvi depolarizatoru, slozeni roztoku smiléhu analyzy prakticky neémi.
Typické polarografické #vky (zavislost proudul na nagti E vkladaném na elektrody;

drobné oscilace jsou #pobeny odkapavanim rtuti) [7].
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Obrazek 7 Priklady rtrovych elektrod: a - rttova kapkova elektroda (DME),
b - stacionarni kapkova riava elektroda (SMDE), c- visici riava kapkova elektroda
(HMDE)

1.1.3. Voltametrie

Voltametrie je podobhjako polarografie zaloZzena nagteni polarizanich kivek. Hi
voltametrické analyze se pouZivaji romk pracovni elektrody ziznych materidl (obvykle
se jedna o elektrody platinové, zlaté, uhlikovéuiavé), v dnesSni dabpii vyvoji novych
sensol i nanomaterialy. Velmiasté je pouZiti rotujicich diskovych elektrod. Plavou
elektrodu Ize v roztoku kyseliny chloristé polawabd az k potencialu +1,5 V. Depolarizator
se dostava k povrchu rotujici diskové elektrodyuveativné-difiznim transportem. Konvekci
se dostava depolarizator do blizkosti povrchu ebelt kde se utwé tenka difuzni vrstva.

Pro konvektivi-difazni limitni proud platLevi¢ova rovniceve tvaru:

(K .z.FP.D*2v " w’?c = k.c 2)

I, — konvektivig-difizni limitni proud, k" — numericka konstania,— p@et vyneinovanych elektrof, F —
Faradayova konstanta, r — pokmdiskové elektrody, D — diflzni koeficient, — kinematick& viskozita

roztoku, w — Uhlova rychlost otéeni elektrody, ¢ — koncentrace depolarizatoru, kumerickd konstanta

Pri voltametrické analyze se zpravidla polarizujekeleda v obou swrech (od

kladrgjSich k zapornym potenciéh a naopak) zitvodu hystereze #teni [2, 6].
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1.1.3.1. Cyklick& voltametrie

Cyklicka voltametrie pat do skupiny potenciodynamickych experimentalniatod.

Princip metody, podokin jako v klasické polarografii, sptva v elektrolyze
zkoumaného roztoku elektroaktivtdstice, obsahujiciho nadbytek zakladniho elekinole
zkoumaném roztoku je porfena stacionarni pevri rtutova elektroda a tato elektroda je
elektrodou pracovni. Je polarizovana vloZzenym setjrnym nagtim. Referefni
elektrodou byva nasycena kalomelova, nebo argelaiodbva elektroda. Dogpikem do
tiielektrodového zapojeni je pomocna elektrodaiasji ve tvaru platinového plisku

Cyklicka voltametrie je charakterizovana plynulyranistem potencialu pracovni
elektrody z jedné mezni hodnoty do druhé a&tzg@o vychoziho bodu. Zakladnimi
nastavitelnymi parametry experimentu jsou mezechlogt znény potenciélu &ase(dE/dt).
Ovliviiovat Ize roviz vlastnosti elektrolytu, fiedevSim koncentraci elektroaktivni latky a
teplotu. Vysledkem je tzv. polarizai kiivka, neboli zavislost proudu protékajiciho mezi
pracovni a pomocnou elektrodou na potencialu pracelektrody. Tato #vka byva téz
nékdy ozn&ovana jako elektrochemické spektrum systému. Bxisithecrd dva mezni
piipady studovanych systémJedna se o elektrodovéj&l vratné (reverzibilni) a nevratné
(ireverzibilni)[2, 4, 8].

1.1.3.2. Linearni voltametrie

Nestacionarni technika s line&rrostoucim nebo klesajicim potenciadlem. Elektroda
se zde polarizuje rychleji nez vipad: klasické polarografie. Zatimco u tra&di polarografie
byva rychlost polarizace elektrody asi 1 mV/s, lggiipa€ nestacionarni linearni
voltametrie polarizovat elektrodu 10 az 1000 m\chla znéna potencialu zjsobi
vycerpani depolarizatoru v okoli elektrody, a protostmiklasické polarografické viny
ziskavame signél v poddlpiku (na voltametrické ikvce se vytvdi maximum). Potencial
piku je kvalitativnim parametrem. VySka piku je Rtitativnim parametrem, vzdy je @&mé
koncentraci analytu.

Metoda linearni voltametrie, stéjrjako nasledujici cyklicka voltametrie slouzi ke
studiu kinetiky a mechanismu elektrodovych reakci.

Pro ipad diftze (k rovinné elektré)l je proud piku dan Randles — Siwvou
rovnici (t = 25°CJ8]
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|, = 269010°n*?AD"?cg v ()

I, — proud, A — plocha elektrody v émD — diftzni koeficient oxidovatelné formy v rokto v cnf . s?,

v — rychlost polarizace v V .*so, — molarni koncentrace v mol . €m
E;T a / ; b

Jpl! -

Obrazek 8 Princip voltametrie LSV (a — zavislost potenciadrase,

b — vysledna voltametrick#&itka s pikem)

1.1.4. Eliminaéni polarografie (EP)

EP je elektrochemicka metoda, ktera umoje pomoci matematickych operaci s i-t
kiivkami nangtrenych na rttiové kapajici elektradeliminovat vybrany typ polarografického
proudu. Teorie fedpovida, Ze touto metodou Ize dosahnout takovysleski, kterych nelze
dosahnout Zadnou jinou existujici elektrochemickmiodou.

Pro ziskani eliminmich polarograrin je teba uéit hodnoty celkového
polarografického proudu, jeho integralu a derivaebo dvojnasobného integralu a vyjat
jejich linearni kombinace s vhodnymi koeficientyroPeliminaci vybraného typu nebo
kombinace dvou tyjppolarografickych proutlje dale feba ziskat koeficienty této eliminace.

EP umoziuje rozliSovani latek podle charakteru elektrodavéje nebo zkoumani
interakci latek s elektrodou i latek mezi sebowj@k napiklad zkoumani interakce DNA
s cytostatiky a lIéky proti AIDS, atd. [9, 10, 11]

1.1.4.1. Eliminagni voltametrie

Elektrochemické metody imieme dlit do dvou skupin podle kontrolujiciho
parametru. Je-li kontrolujicim parametrem potenaiaBvisla pronnd je proud, jedna se o
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potenciostatické metody jako r#gad Diferergni pulsni voltametrie, ,Linear sweep*
voltametrie, Cyklick& voltametri€j ,Square wave" voltametrie.

U galvanostatickych metod je kontrolujicim parametr proud, zavislou hodnotou je
potencial. Sledovana je obvykle zavisl&st f(I). U potenciostatickych metod Ize ziskany
celkovy proud povazovat za sai jednotlivych didich proudi a po dlouhou dobu se
objevovaly snahy o vyruSenékterého proudu a zachovani jiného proudu,ifnagpulsnich
metod [1, 2, 8, 14, 15, 16]. Elimi&ra voltametrie s linearnim scanem ma schopnélgiené
dil¢i proudy zachovat a jiné eliminovat. Je to metoadiattolujici potencial. Vyhodou je, Ze je
schopna eliminovat nejen kapacitni slozku proutikizacelkové odezvy i kinetické a difuzni
proudy. Tyto diti proudy miize EVLS eliminovat jednotl& nebo i sotasre [1].

EVLS pracuje na jednodusSim zaldadez EP, je rychlejSi a Ize ji aplikovat i na
pevné elektrody. U EVLS je zavisle prénmou rychlost polarizace elektrody. Yipact
proudo-naptovych Kivek jak v cyklické voltametrii, tak i v ,linearrdweep” voltametritas
ztraci svoji nezavislost. ProtoZze je spojen s ebektvym potenciadlem, vystupuje jako
nezavisle pronna rychlost polarizace elektrody

Prvni podminkou pro eliminaci je, Ze eliminovangyu Ize vyjadiit jako sodin dvou
na soks nezavislych funkci: funkce rychlosti polarizackiakce potencialu.

Druhou podminkou pro elimigai proceduru je podoknjako u EP vyjadreni
celkového proudu jako sumy &ith proudi. Jedna vybrana rychlost polarizace je refémén
dalSi rychlosti polarizace jsou vybrany tak, abyybgasobkem této referéni rychlosti
(nasobek dvou, nebétyi). Miaze byt eliminovan v podstagakykoliv proud, u kterého je
znama zavislost na rychlosti polarizace.

Da se dokazat, Ze vSechny typy eliminadi kperych je eliminovan kineticky proud,
umoiuji zwtSeni rozsahu #sienych potencial (potencialové okno).

Analytickému vyuziti EVLS byla énhovana pozornost i ifpact elektrochemického
stanoveni hliniku, adeninu, cytosinu, jejichZ rezkiprobih& v oblasti negativnich potential
¢asto ovlivienych reduknimi procesy zakladniho elektrolytu. Velkou vyhod&YLS,
podobrg jako EP, je eliminace konkuremiho redukniho procesu vodikovych iaint
eliminace kinetického proudu a moznogingeho elektrochemického stanoveni iohtiniku
na rtwové elektrod pri velmi negativnich potencialech. Podobna situazeiké @i studiu

elektrodového procesu purinovych a pyrimidovychi tpa2].
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Prednosti eliminaéni voltametrie

Eliminatni voltametrie s lineadf se nEnicim nagtim se vyuziva pro eliminaci
vybranych ditich proudl, jejich rozdilnych zavislosti na rychlosti polate. Nejastji je
eliminovan proud kapacitni (jefipno ungrny rychlosti polarizace) a proud kineticky
(rychlosti polarizace neni prakticky ovli&m). Mére ¢asto je eliminovan proud difizni, jehoz
rychlostni koeficient odpovida jedné polo¥irEliminace je podmina moznosti vyjait
celkovy proud jako sumu dich proud.

=lg+ o+ I+ ... (4)

|4 — difzni proud, d— proud kapacitniy,F proud kineticky

Eliminovanymi sloZzkami proudjsouly alc. lq4 je sloZka zachovana.

Celkové proudy réené i rozdilnych rychlostech polarizace (zvolenych inafo,
200 a 400 mV/s) se elimitai procedurou fgvadiji na proudovou eliminai funkci, ktera
pozadované dil proudy eliminuje, jiné zachovava.

V podstat se jedna o transformaci celkového proudu do limieéombinace proud
meéienych @i riaznych rychlostech polarizace. Z experimentalnihediska je usfch
eliminace zavisly na vykonném potenciostatu a digiaci dat, tedy moznosti jejich exportu
do Excelu nebo do Originu. Proudo-gémpvé Kivky musi obsahovat stejny get dvojicl-E,

a proto musi byt vSechnaéreni provadna se stejnym potencidlovym krokem (step).
Nejpouzivasjsi, jak z hlediska zvySeni citlivosti sigdaltak z hlediska jejich rozliSeni, je
eliminaini funkce se simultanni eliminaci kapacitniho aekitkého proudu a s konzervaci

proudu diftzniho:

f(1) = 17485 - 116571, — 5.8284l, (5)

Bylo zjisttno, Ze tato eliminace je velice perspektivni i praalyzu adsorbovaného
depolarizatoru, kdy elimigai funkce ma tvar piku ifpchazejiciho i@s proudovou nulu
v protipik. Na rozdil od &nych elektrochemickych metod je EVLS schopna &izli
potencialo¥ velmi blizké redukni signaly adeninu a cytosinu v oligodeoxynukleetial
[12].
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Vyhody a nevyhody EVLS
Vyhody EVLS:

jednoduchosttasova nenatmost, cenova dostupnost,

pouzitelnd i pi méieni na pevnych elektrodach,

simultanni eliminace vice protd

zvétSeni rozsahu #étiicich potencidl (rozSteni potencialového okna),

elektrochemické stanoveni latek, jejichz redukcebfra @i negativnich

potencialech,
odkryti skrytych nebo minoritnich prodgs
zvyseni proudové citlivosti,

rozliSeni potencialavvelmi blizkych elektrochemickych sigrial

Nevvhody EVLS:

horSi reprodukovatelnost nafenych signal, zejména v fipact pevnych
elektrod,

zkresleni v dsledku vzajemné interakce eliminovanyckidih proud,

pro rekteré elimingni funkce nastava nutnost vyhlazovani ggmych

ktivek.

Pozadavky pro EVLS:

stejny potencialovy step,
stabilni proudova nula,
inertnost zakladniho elektrolytu,
dobry potenciostat,

stejné experimentélni podminky, zejména z hlediskachu elektrody [1, 13].
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2. MZéE&rici pristroje a zarizeni

Elektrochemicka nr¥eni je mozno provad na analyzatoru AUTOLAB
electrochemical Analyzer firmy EcoChemie z Holaralske spojeni s VA — stand 663
(Metrohm, Svycarsko).

Standardni cela je sloZzenarielektrodového systému:
» Pracovni elektroda — visici riova kapkova elektroda HMDE
» Refererni elektroda Ag(s)|AgCI(s)|KCl(aq) (c =3 mol/l)
» Pomocné elektroda — platinova.

VSechny ngiené roztoky musi byt zbavovany kysliku pomoci awy(99,99%). Red
zatatkem ngieni je dobré roztok probublavat vzdy alesgé minut.

Linearni voltametrie  studiu struktury DNA se proéiuje s nasledujicimi
parametry: p&ateeni potencial -0,5 V nebo -0,8 V; -1,0 V , kéng potencial -1,80 V.

Latky jsou mndteny @i rychlostech polarizace 25, 50, 100, 200, 400 m¥/s
konstantnim potenciélu step 2 mV.

Méieni oligonukleotid probiha vzdy  raznych pH.

Pro n®feni a zpracovani dat seube vyuzit softwaru GPES 4.8. K vyfiao
eliminainich funkci mohou byt voltmetrickétikky exportovany a zpracovany v programu

Microsoft Excel.

663 va Stang

Obrazek 9 VA Stand 663 pro

zapojeni s rttovou elektrodou
potenciostat fidlektrodové zapojeni
Obrdzek 10 AUTOLAB Electrochemical Analyzer
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3. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou biomakromolekularni latky okgné s bilkovinami
povazované za nejvyznaijsi slozky zivych soustav. V jejich molekulach sehovava
dedicna (genetickd) informace tkly a jejich prostednictvim se fepisuje do specifické
struktury bilkovinnych molekul. Nukleové kyselinye shachazeji v buinych jadrech
(nukleus = jadro). V malych mnozstvich jsou i mimoni¢na jadra (v mitochondriich a
centriolach, u rostlin v chloroplastech). Lineamdlymery ribonukleotid (RNA) nebo
deoxyribonukleotid (DNA) jsou jedno nebo dvdetzcové o molekulové hmotnosti 20 az

60 kDa. Jednotlivé nukleotidy jsou spojerie® 3°,5 -fosfodiesterovou vazbou [17].

Obrazek 11 DvousSroubovice DNA

Stavba

Jako u vSech typnukleovych kyselin je nukleotid sloZzen #¥edlozek — baze, cukerna
slozka a zbytek kyseliny fosfanee. Z bazi se v DNA vyskytuji adenin, thymin, cytoa
guanin. Cukernou slozkou je deoxyribéza (konki&rdeoxyp-D-ribofurandza).

Dale obsahuje fosfat vazany 3", 5"-fosfodiesterovazbou. VNA dochazi ke spojeni
jednotlivych nukleotid a spojuji se v polynukleotidy. Polynukleotid fv@aklad NA. NA
obsahuji desitky, stovky az miliony nukledtidPaiet a pdadi jednotlivych nukleotidl
v fetézci zavisi na matrici, podle které byl nukleotichtatizovan.

Sekundarni struktura

Jedna se o konformaci DNA v prostorie¥azig je to pravotdiva dvousroubovice —
tedy dva polynukleotidovéetézce (vlakna) stabilizované vodikovymiustky. Vodikové

mustky vznikaji mezi badzenNA a vyskytuji se pouze mezi zcel&itymi bdzemi. Tento &
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se nazyva komplementarita, nebo-li parovani b&oi.0ONA je charakteristicky stejny pet
adeninovych a thyminovych, nebo cytosinovych a gquarych nukleotid. Adenin se vaze

na thymin d¢ma vodikovymi vazbami a cytosin s guaninem se \&hi vodikovymi
vazbami.
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Obrazek 12 Komplementarita bazi v DNA

Dvousrubovice DNA naprosto ietelrt vykazuje kysely charakter. V celkové
dvousroubovici je nizky bazicky charakter ba&v@zen ionty kyseliny fosfotaé.

V DNA se vyskytuji purinové (adenin, guanin) a pyidinové (cytosin, thymin) baze.
Dusikaté baze najdeme jako keto-enolové tautom@&iky konjugovanému systému
dvojnych vazeb absorbuji v oblasti 260 — 270 nm.
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Parovanim dusikatych béazi se udrzuje sekundtéukitsra nukleovych kyselin [18].

Funkce a vyskyt

DNA se vyskytuje i v cytoplazenjako plazmid. Je ty@na chromatinovymi viakny
s poskladanymi nukleozémy. Nukleozémy jsou v pddsgadnotlivé bilkoviny obalené ve
dvouSroubovici DNA. DNA v biice miZze byt az metr dlouha figemz velikost biiky je

fadow v nanometrech. Je to dano tim, Ze dochazi ke kaade DNA [17].

5 “Koralky na : . P,
Dvoudreubovice MNukleozom provazku” 30 nm vlakno Aktivni chremozom Metafazicky chromozom
¢ G I . .

lzolovana DNA _ Welmi aktivni geny Méné aktivni geny __Negenové oblasti (v interfézi) B&hem bunééného déleni

Poznamka
James Watson a Francis Crick
ziskali v roce 1953 Nobelovu cenu za

objeveni a popsani struktury DNA.

Jejich model se dodnes pouzivA a
ozna&uje se také jako semikonzervativni

model.

Obrazek 14 James Watson a Francis Crick s modelem DNA
3.1. Elektrochemie nukleovych kyselin

Elektroaktivita NA a jejich slozek byla objevena zhruba v pol@viBO-tych let
minulého stoleti pomoci oscilopolarografie [19,.20]

Tyto biopolymery podléhaji na elektrodach jakjtan faradaickym, tak vykazuji
povrchovou aktivitu. Na rtiovych elektrodach jsou faradaickéjel spjaty s redutnimi
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pochody a reduiné-oxidatnimi pochody v nukleovych kyselinach. Na uhlikovych
elektrodach dochazi k jejich oxidaci [21].

Polarografické a voltametrické redukéni signaly na rtutové elektrodé poskytuji
pouze adenin a cytosin ve forgvolnych bazi, ale i jako nukleosidy a nukleotidynebo
zabudované daretézce nukleoveé kyseliny.

Ob2 baze jsou v neutralnim présti redukovanyip potencialu -1,5 V &NA poskytuji
obvykle jeden reduini signal. Redukce probiha v protonizovaném staai,ma vazbach 3,
4 cytosinu a 1, 6 adeninu.fiBtupnost elektroaktivnich vazeb bazi povrchu ebekt
ovliviiuje velikost reduéniho signalu DNA. Voltametricky pik CA dsDNA je poo
podstaté mensi nez pik CA jedietzcove DNA a objevuje sefipvysSich koncentracich
dsDNA v roztoku.

Diky eliminani voltametrii s linearnim scanem byl objeven reathilpik adeninu a
cytosinu ve smsi dvou homo-oligonukleotid Stupé rozdleni redukniho piku zavisi na
vzajemném porru A a C[22]. NejvyrazijSi rozctleni A a C bylo sledovano u ODN
v poneru 1:2. Pozdji bylo stejnou metodou pozorovano rékhi hetero-ologonukleotid
[23, 24, 25].

Adenin a cytosin mohou byt redukovany na’otwych elektrodach nebo oxidovany na
uhlikovych elektrodach. Redukci podléhaji jen A & @e velmi negativnich potencialech i

guanin [21]. A a C poskytuji jen jeden redokpik, ktery zatim neni moZno rasid

3.2. Purinové baze

Puriny jsou latky slozené ze Seéstného pyrimidinového a ¢pcetného
imidazolového systému. Obsahuji uhlikové a dusiladuény.

Jsou to krystalické, ve veéddolre rozpustné latky. Bod varu je asi 217 °C. Maji
rovinnou strukturu. Jejich vodné roztoky vykazujiultrafialové oblasti charakteristicka
absorgni spektra zavisl4d na pH, coZz se vyuZiva na jejiEntifikaci a stanoveni jejich
koncentraci.

Schopnost absorbovat ultrafialov&erdi si purinové baze zachovavaji i po vana
cukernou slozku [28].

Mezi purinové baze vyskytujici se v DNA fiaadenin a guanin.
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3.2.1. Purin
Purin je dusikata heterocyklicka stemina slozena z $p- hybridizovanych atotn
uhliku a ti dusiki, tvorend kondenzovanym pyrimidinovym a imidazolovym lenomh

V ¢istém stavu je to krystalicka, zasadita latka [26].

H
- C
7N
- -N
N 4 50/7‘\\\:
| [ 8 C—H
ez, tc 2
H”~ S // \\

Obrazek 15Vzorec purinu gislovanim

Derivéty purinu

VétSina purii se v bukach nevyskytuje voly baze jsou navazané &&tji na
pétiuhlikaty cukr, rib6zu nebo deoxyribdzu jako tmwkleosidy. Derivaty purinu jsou velmi
vyznamné, a proto se cela skupigehto chemicky podobnych latek nazyva puriny. Podle
cetnosti vyskytu v biikach se #kdy rozcluji na hlavni a vedlejSi puriny. Totcléni ale
nezohleduje jejich fyziologickou dlezitost.
genetické informace v DNA). Nejen adenin a gua@nvyskytuji v nukleovych kyselinach.
Velkou fadu derivai najdeme i v mMRNA (N6-methyladenin, N6-N6-dimetludain nebo
N7-methylguanin), nebo v tRNA. Pokud sege jen vbunkach volné puriny nachazeji, pak
jsou tocasto produkty metabolismu purinovych bazi, jak&gathin, hypoxanthin a kyselina
mocova.

Derivaty purii se také vyskytuji i vrostlinach ve foémnag. alkaloid.
NejvyznamijSimi alkaloidy jsou kofein (kava), theofylincdj) a theobromin (kakao a
cokolada) [26, 29].

Metabolismus purina
Organismus je schopen nejen vyuZivat puriny obsazepotra¥, ale dokaze je i

syntetizovat. Hlavnim mistem syntézy jsou jatratiétmymi latkami k syntéze jsou cukr
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ribosa a aminokyseliny glycin, glutamin a asparfiko koenzym reakci slouzi kyselina
listova, kterd umaiuje syntézu purinovych bazi k syntéze nukleovyckeky a tak hraje
dulezitou roli @i buné¢ném dleni.

Prebyt&né puriny jsou oxidovany na kyselinu dowou, ktera je vyltovana v mei.
Kyselina m@ova je ve vod velmi Spaté rozpustna a fize byt ficinou maovych kamean.

Pfi metabolické poruSe katabolismu purirdochazi k hyperurikemii, stavu, kdy je
v krevnim séru vysoka koncentrace doeé kyseliny. Pak se mohou krystaly kyseliny
ukladdat v mdkkych tkanich nebo kloubech, coz igpbuje zadtlivou reakci, vedouci
k onemocani s nazvem dna. Bylo zjito, Ze dna je &licna choroba, recesignvazana na
chromozom X[26, 27].

3.2.2. Adenin

Adenin (vitamin B) je jednou ze dvou purinovych bazi vyskytujiciehvanukleovych
kyselinach. V DNA se adenin vaze k thyminiep d¥ vodikové vazby. V RNA se zapojuje
do proteinové syntézy s uracilem a d@mosu genetické informace. Adenin je aznen
zkratkou Ade a jeidezitou slozkou skterych antibiotik.

Elektrochemické chovani adeninu (Ade)

Ade poskytuje jednoduchou, velkou na pH zavisloulaqgrafickou vinu.
Neposkytuje ji vSak nad pH 6. Podle pK je velmivokgpodobné, Ze elektrochemicky
redukovatelna je prévprotonizovana forma Ade. Coulometricky bylo zji&, Ze Uplné
redukce Ade sedastni 6 elektroin

Charakter Sesti elektronové viny Ade re¢hikprodukty indikuiji:

- redukci dvojné vazby £&= N;
- redukci dvojné vazby £= N3

- deaminaci @a ogtné redukci G= N;

Obrazek 1&denin
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Adenin (viz | vobrazku 12) je vprvnim kroku rédwan na 1,6 dihydro-6-
aminopurin (I1), ktery pechazi na 1,2,3,6 tetrahydro-6-aminopurin (I1)mio krokem koui
redukce Ade na rtiové kapkové elektrad

Pri makroelektrolyze na rtiové velkoplosné elektrédza konstantniho potencialu
1,2,3,6 tetrahydro-6-aminopurin deaminuje, reggeedvojnou vazbu N= C; za vzniku
2,3 dihydropurinu (1V), ktery je okamziredukovan na 1,2,3,5 tetrahydropurin (V), ktery se

muze dale hydrolyzovat na derivat imidazolu (VI).

NH;
- H. MNHz
- . ) ]
M+ IH + 28 —> N
Ny T
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Obrazek 17 Reakni schéma elektrochemické redukce adeninu

Adenin (6-aminopurin) na rfové elektrod poskytuje redudni signal v relativa
negativnich potencialech v blizkosti vytavani vodiku.

Se vzistajici hodnotou pH (3 — 6) se posouva poloha r&tibk piku do negativnich
potenciali. MaZeme tedy fedpokladat, Ze doch&zi k protonizaci baze rigetp zhruba
stejného pé&tu elektrori a protori. Bylo zjiS€no, Ze niZSi pH podporuje protonizaci a tim i
redukci adeninu, avSak elektroanalyzuize byt i velmi nizkych pH komplikovana

procesem vyléovani vodiku (redukce protéh
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Poznamka
VSechny uvedené grafy a tabulky byly zpracovanyaldad meéieni a konzultaci
v letech 2009-2010 ve spolupraci s Ing. Radkou ditikou, pod odbornym

dohledem doc. RNDr. LibuSe Trnkové, Csc. na Masarykiniverzi€ v Brre.

16 EIV 1.4 1.2 1
-+ -5.00E-07
-+ -1.50E-06
I/A
-+ -2.50E-06
-+ -3.50E-06
4 -4.50E-06
Graf 1 Redukni signal adeninu f riizném pH progedi
modra: ADE pH 3,58 rychlost polarizace 200 mV/s
zelena: ADE pH 5,03 rychlost polarize2@0 mV/s
cernd: ADE pH 6,06 rychlost polarize2@0 mV/s
Tabulka 1 Zavislost vysky a polohy redutho piku (§ ,E;) na pH
Rychlost vySka piku poloha piku
Latka pH polarizace [o[A] El[V]
v [mV/s]
ADE 3,58 200 2,3010° -1,234
ADE 5,03 200 1,42510° -1,341
ADE 6,06 200 2,99707 -1,423

Se zvysujici se rychlosti polarizacetdué elektrody (od 25 mV/s do 400 mV/s) adeninovy

pik roste a jeho potencial se n#posouva do negativnich hodnot.
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Graf 2 Redukni signal adeninus riznych rychlostech polarizace
modra: ADE pH 5,03 25 mV/s

hnéda: ADE pH 5,03 50 mV/s

zelena: ADE pH 5,03 100 mV/s

¢ernd: ADE pH 5,03 200 mV/s

raizova: ADE pH 5,03 400 mV/s

Tabulka 2Redukni signal adeninu#f riiznych rychlostech polarizace v

. i poloha
rychlost vysSka piku ]
piku
latka pH polarizace 1o[A]
Ep[V]
v [mV/s]
ADE 5,03 25 4,27410° -1,316
ADE 5,03 50 7,35810° -1,317
ADE 5,03 100 9,57Q.0" -1,337
ADE 5,03 200 1,42510° -1,341
ADE 5,03 400 1,59710° -1,377

Procedura eliminmi voltametrie (rychlosti polarizace 100, 200, 4@®//s) zvySuje
proudovy signal zhruba trojnasaba je mnohem Iépe odiéatelny v podstat bez pouZiti
zakladni proudové linie (baseline correction). Qo atributy maji velky vyznam pro

analyzu elektrochemickych dat.
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3.2.3. 2-aminopurin (2-AMP)

Je to derivat purinu se sumarnim vzorcem odpowiajAde. BEhem replikace DNA
muzZe substituovat samotny adenin. Tento analog adesenobvykle paruje s thyminem za
tvorby pouze jediné vodikové vazby.ake se vSak parovat i s cytosinenysledkem &chto
proces je chyba v no¥ vytvorené DNA, proto Ize 2-AMP povaZovat za velmi silngtagen
a karcinogen.

2-AMP je vice nez 30 let pouzivan ke zkoumani wiesti nukleovych kyselin.
Prispiva k tomu skutsost, Ze ve srovnani s Ade vykazuje 2-AMP inteniziluorescenci.
Proto je Siroce vyuzivan jako DNA-sonda pro studij@i konformace a dynamiky, kde
2-AMP nahrazuje jednu z purinovych bazi DNA dvougrovice [17].

Pozorované zhaSeni v jeji fluorescenci se obpi@dpoklada jako vysledek stohovani
priléhajicich bazi (stacking-interakce). Doby flua@sce mohou slouZit k ziskani okamzité
informace o prosedi dané sondy. Touto cestou lze studovat inter8BRdA s proteiny nebo
se vice dozédét o osudu DNA v Zivotnim proidi. 2-AMP byva také ozgavan za tlunmi
kinazy (latka stupujici pisobeni enzyiiy). 2-AMP umo#uje buikam odolavat nefmému
poSkozeni DNA v biice a jejim zaniku nezavisle na p53, proteinu, ketyraiuje nadorove
transformaci DNA. Nadorovy supresor p53 hraje &kibiu roli v kontrole bu&ného dleni a
pii vzniku rakoviny. Mutace proteinu p53ude vést ke ztrétjeho supresorové funkce a
naopak k tomu, Ze podporuje vznik ndder jejich metastaticky potencial. Mutace v DNA
vazebné doménmiZe vést ke zin¢ konformace proteinu, coz séirovliviiuje biochemické
aktivity mutovaného p53,¢etre vazby na DNA. Tér nic neni znamo o vazbmutanti p53
na nadsroubovicovou DNA.

V¢élenénim 2-AMP do DNA zanikne jeho fluorescence [30].tdratrata redukce
fluorescence je ifpisovana komplementarnim interakcim s nejblizSimousednimi
nukleovymi bazemi. Fluorescém vlastnosti 2-AMP tak byvaji pouzivany i ke sledoi
rovnovazného stavu komplementérnich vlastnosti DNyouSroubovic, obsahujicich
neshodné pary [31]. Distribuce (r@tolvani) komplementarnich stavse niize nenit
s teplotou, typem rozpoustia, druhem sousednich bazi a vazanych print&Bechny tyto
podminky mohou byt sledovany pouzitim fluoresceh@MP.

Dynamika (hybnost) komplementarnich ba#iéhajicich k mutagennim neshodnym
patim v DNA mohou byt ¢asti rozpoznavaciho (identifikaiho) mechanismu

replikacnich/opravnych enzyin[32].
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Obrazek 18 2-aminopurin

Zatimco adenin poskytuje jednoduchy signal v negggich potencialech, 2-AMP se
redukuje v pozitivijSich potencialech. Energeticky menSi @aamst procesu vyZzaduje
hodnoty potencidlu kolem -1 V. Vy38Si hodnota pHO®, naznauje jednoduSsi proces,
v ptipadt niZzSich pH Ize pozorovat proces slojt, ktery bude vyZzadovat dalSi
elektrochemické zkoumani. Aplikace eliméného principu zatim ukézala, Ze redukce

2-AMP v nizSich hodnotach pH probiha yedh zatim neznamych krocich.

-1.3 E/V -1.15 -1 -0.85

I/A

-2.50E-07

-5.50E-07

- -8.50E-07

Graf 3 Redukni signal 2-AMP { ruznych rychlostech polarizace
modra: 2-AMP pH 4,02 200 mV/s
hnéda: 2-AMP  pH 4,46 200 mV/s
zelena: 2-AMP  pH 5,03 200 mV/s
cerna: 2-AMP pH 6,06 200 mV/s
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V porovnani s Ade ma pH u 2-AMP jiny vliv na vySkiku i na jeho polohu.
Napiklad pi pH 6,06 je redudni pik podstaté nizSi a nachazejici sefipmnohem

negativrgjSich potencialech nez pH 5,03.

Tabulka 3 Charakteristika redutiho signédlu 2-AMP v zavislosti na pH

prostedi
rychlost vySka piku poloha
latka pH polarizace 1[A] piku E[V]
v [mV/s]
2-AMP 4,02 200 5,50310" -0,988
2-AMP 4,46 200 2,88510" -1,016
2-AMP 5,03 200 4,89910" -1,054
2-AMP 6,06 200 2,22310 -1,151

V souladu se zavislosti na pH niZsi rychlost pakce ukazuje na jednodus$si proces.
VySSi rychlosti polarizace zachycuji dalsi doprav®elektrodoveé procesy, které maji vliv na

vySku i polohu signalu.

E/V
-1.35 -1.2 -1.05 -0.9

| -1.00E-07
| 3.50E-07
1A

| .6.00E-07

-8.50E-07

J .1.10E-06

Graf 4 Redukni signal 2-AMP § ruznych rychlostech polarizace

modra: 2-AMP pH 5,03 25 mV/s cerna: 2-AMP pH 5,03 200 mV/s
hnéda: 2-AMP pH 5,03 50 mV/s razova: 2-AMP pH 5,03 400 mV/s
zelena: 2-AMP pH 5,03 100 mV/s
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Tabulka 4 Zavislost redutniho signalu 2-AMP na rychlosti polarizace

rychlost vyska piku poloha piku
latka pH polarizace [o[A] EilV]

v [mV/s]
2-AMP 5,03 25 1,669 . 10-7 -1,064
2-AMP 5,03 50 2,158 . 10-7 -1,092
2-AMP 5,03 100 2,949 . 10-7 -1,104
2-AMP 5,03 200 4,899 . 10-7 -1,054
2-AMP 5,03 400 7,607 . 10-7 -1,088

3.2.4. 2,6 - diaminopurin (2, 6-DAMP)

2,6-DAMP je metabolicky antagonistdiqednich purifi. Je silny inhibitor procés
duplikace DNA, jez fedchazi mitdze. Nukleosidické analogy jsou uzivatgtbé rakoviny
a virovych onemoaimich. Jako antivirové prvky tyto sléeniny inhibituji replikace virovych
geni, zatimco protirakovinné sléaniny inhibituji bug¢nou DNA replikaci a opravi ji [33].

2,6-diaminopurin arabinosid (DAPA) a 2-amino-6-hwtypurin arabinosidjsou
zkoumanymi léky, protoze jsou rychle hydrolyzovappmoci adenosin deaminasou.
2,6-diaminopurin-2,3-dideoxyribosid (ddDAPR) je pbdy 2,3-dideoxyadenosinu (ddA),
ktery je silny a selektivni inhibitor HIV (Human munodeficiency Virus) [34].

Navic ddDAPR je zarove silny inhibitor lidské ADA, aproto je vyuZivany
v kombinaci s nukleosidickymi &y umoaiujicimi jejich aktivity v l&bé opai (herpes) a
nékterych virovych infekci (vaccinia) [35Acyklicky nukleotid, mozny derivat adeninu, a
2,6-DAMP je potencialni antivirotikum. J&€iany proti DNA virim a retrovitim. 2,6-DAMP
se ¢asto pouziva k zagné¢ exocyklickych funknich skupin nachazejicich se na purinu,
determinujicich jeho specifickou roli v biologicaemii.
2,6-DAMP je lék proti leukémii a onemaogmim kostni derg, zabraujici i abnormalnimu
bujeni bilych krvinek.

Jedna z vlastnosti nukleobaze 2,6-DAMP, ve srovisamide, je lepSi rozliSeni
bodovych mutaci. Tato vlastnostize byt UspSné aplikovana v biotechnologiich pracujicich
na principu komplementarifg6, 37].
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Obrazek 19 2,6-diamonopurin

Tento aminoderivat mé z hlediska polohy rethiko piku velmi blizko Ade, avSak
proudova odezva je podstatmizSi. Vliv pH se projevuje ipdevsim v oblasti nejvyssi

kapacity pufru (vliv acetatove slozky pufru), keéeviySka piku maximalni.

-1.6 BV -1.4 1.2 -1 -0.8

-1.00E-07

41 -3.00E-07
I/A

41 -5.00E-07

-7.00E-07

Graf 5 Redukni signal 2,6-DAMP f riznych pH progedich
modra: 2,6-DAMP pH 3,08 400 mV/s
hnéda: 2,6-DAMP pH 4,54 400 mV/s
zelena: 2,6-DAMP pH 5,54 400 mV/s
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Tabulka 5 Charakteristika redutniho signalu 2,6-DAMP 7 riizném pH

. i poloha
rychlost vySka piku ’k
. PIKU
Latka pH polarizace 1o[A] V]
v [mV/s] i
2,6-DAMP 3,08 400 1,97610" -1,223
2,6-DAMP 4,54 400 2,213107 -1,336
2,6-DAMP 5,54 400 1,792107 -1,410
S rostouci rychlosti polarizace se&tBuje vyska piku (Ip).
-1.5 EIV -1.4 -1.3 1.2
" .5.00E-08
-2.00E-07
/A
-3.50E-07
J -5.00E-07

Graf 6 Redukni signal 2,6-DAMP f riznych rychlostech polarizace
modréa: 2,6-DAMP pH 5,54 25 mV/s

hneéda: 2,6-DAMP  pH 5,54 50 mV/s

zelena: 2,6-DAMP pH 5,54 100 mV/s

cerna: 2,6-DAMP pH 5,54 200 mV/s

razova: 2,6-DAMP pH 5,54 400 mV/s
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Tabulka 6 Zavislost redutniho signalu 2,6-DAMP na rychlosti polarizace

rychlost vySka piku poloha
latka pH polarizace [o[A] piku E [V]

v [mV/s]
2,6-DAMP 5,54 25 1,30410° -1,366
2,6-DAMP 5,54 50 7,93410° -1,372
2,6-DAMP 5,54 100 6,029.0° -1,394
2,6-DAMP 5,54 200 1,03510" -1,404
2,6-DAMP 5,54 400 1,7920° -1,408

3.2.5. Smés aminoderivati

Kazda analyticka procedura se hodnoti podle jejoprosti latky stanovovat v co
nejnizsi koncentraci (detéki limit) a podle jeji schopnosti studované signabelisit,
popripads aplikovat proceduru, kterd by separat@hipyvajicich se signélrealizovala. Prvni
experimenty, zatim bez optimalizace (pH, sloZerklazniho elektrolytu a iontova sila,
koncentrace purinu, akumulacéi ur¢itém potencialu, teplota, rychlost polarizace) byly
provedeny pro sisi dvojic aminopurifi a nakonec pro 8 vSechifi aminopuriri.

Jak je patrné z grafu 7, kde jsou zobrazeny voltackeé kiivky vSech ti purind, jsou
piky svou polohou a velikosti rozdilné. Dalo dedpokladat, Ze s dvojici 2-AMP s Ade
nebo 2,6-DAMP nebude tak velky problém, jako s abvopde a 2,6-DAMP, kde rozdil
v potencialech pik je mensi nez 40 mV. Z obrazku je &idozdil jak ve velikosti pik, tak

Vv jejich polohach.
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Graf 7 Jednotlivé voltamogramy aminopu#ifilO «M) pri stejné rychlosti
polarizace 400 mV/s a blizkém pH

modra: 2,6-DAMP pH 5,54 400 mV/s

cervena: 2-AMP pH 5,03 400 mV/s

zelena: ADE pH 5,03 400 mV/s

Tabulka 7 Graf sloZeny ze&itriznych mdeni — podobna pH, stejné rychlosti

polarizace
rychlost vySka piku pf)loha
Latka pH polarizace I [A] E:([u\/]
v [mV/s]
2,6-DAMP 5,54 400 1,792 . 10-7 -1,402
2-AMP 5,03 400 7,607 . 10-7 -1,088
ADE 5,03 400 1,597 .10-6 -1,377

Prvni pokusy o optimalizaci metody byly provedeny snési vSech #ti derivati
v zavislosti na rychlosti polarizace a na pH. Ukaze, Ze kombinaci obou paranidtudou
nalezeny nejvhodij§i experimentalni podminky pro ziskani separovanyx dolse
vykreslenych signél K tomu nam porize i elimin&ni voltametrie (EVLS), které je schopna

nejen zvysit vysku piku, ale i separovéthryvajici se signaly.
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Graf 8 Sn¥s aminopuri — zobrazeni redukiho signalu pi stejném pH a jinych
rychlostech polarizace
modra: smis pH 5,01 25 mV/s
hnéda: smés pH 5,01 50 mV/s
zelen&: sis pH 5,01 100 mV/s
cerna: sms pH 5,01 200 mV/s
raizova: sm¢s pH 5,01 400 mV/s

1 odpovida 2-AMP
2 odpovida swsi Ade a 2,6-DAMP

Tabulka 8 Sn¥s aminopuriti — zobrazeni redukiho signalu pi stejném pH

a jinych rychlostech polarizace

rychlost polarizace vyska pikul,[A] poloha pikug, [V]
Latka | pH

v [mV/s]

1 2 1 2

smss | 5,01 25 9,52210° | 2,108 10° -1,124 -1,392
smss | 5,01 50 3,41610° | 8,208 10° -1,140 -1,414
smés | 5,01 100 1,27010" | 4,180 10° -1,132 -1,420
smés | 5,01 200 3,05410" | 1,540 10° -1,142 -1,141
smis | 5,01 400 4,502107 - -1,144

Metime-li kazdy aminopurin zvl@Sukazuje se, Ze nejvhogai pH prostedi je pH
kolem 5. Ve smssi dochazi ke z#né, kdy v pH 5 nepozorujeme vyrazné piky. Vhgdm
se stava pH 4,46. V tomto prosti snés aminopurif poskytuje nejvyssi redudki signaly a
zda se, Zze aminoderitrat

2-AMP  mén ovliviuje signaly dalSich dvou
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Graf 9 Sn¥s aminopurit — zobrazeni redukiho signalu vdzném pH
modra: smis pH 4,02 200 mV/s
hnéda: snés pH 4,46 200 mV/s
zelena: sis pH 5,01 200 mV/s
cernd: sms pH 6,03 200 mV/s

Tabulka 9 Sn¥s aminopurii — zobrazeni redukiho signalu v d#zném pH

rychlost . i .
. vySka pikul,[A] poloha pikug, [V]
latka pH polarizace
v [mV/s]
1 2 1 2
SIS 4,02 200 4,55710% | 5,937-10°® -1,051 -1,140
SIS 4,46 200 8,938107 | 1,137'10° -1,087 -1,424
sms | 5,01 200 3,054107 | 1,540°10° | -1,144 -1,444
smss 6,03 200 3,53210" | - -1,226 -

Ve smesi poskytuje prvni signal (2-AMP) paimé maly rozptyl ve vyskach pik
v porovnani se signalem zbylych dvou aminopuriRorovname-Ili ale rozptyl 2-AMP ve
smési a samostatyy zjistime, Ze sis vyrazg ovliviiuje gresnost. Signal dvou aminopuiin
je velmi rozdilny od velikosti reddkiho signalu. Dvodem niZe byt nejen vliv

piedchazejici redukce 2-AMP, ale i katalytické wgvani vodiku. Purinové baze jsou velmi
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dobrym katalyzatorem, zejména kdyz se jedna o ny@@tu atomu dusiku pragdnictvim
aminoskupiny. Potom se dégolpokladat, Ze neftSi katalyticky efekt bude mit 2,6-DAMP a
zatim se tatoiedpovd’ vypliuje

3.2.6. Guanin

Guanin nalezneme wiznych exkrementech a tkanich Ziahia. Je ¥ejmé, Ze puriny
jsou Zivotre dulezité sowdsti burkk Zivych organism. Jsou dleZité nejen fi syntéze
proteini a @i zachovanici prenosu genetické informace, ale také jakocasti koenzym
zprostedkujicich oxidan¢ — redukni procesy [29].

Elektrochemickda redukce guaninu probiha v protoram@m stavu ve velmi
negativnich potenciélech. Z toho plyne, Ze jehaik&di signél je pekryt proudy spojenymi
s vylwovanim zéakladniho elektrolytu. Redwk produkt guaninu Ize oxidovat &ppri
potencialech okolo -3,0 V, kde vznika anodicky giknto oxid&ni signal je ozn&ovan jako
G pik a je ngtitelny CV pii vySSich rychlostech polarizace. Podminkou pr&ais G piku je
redukce NA na elektrod v potencialovém rozmezi -1,7 az -1,9 V, kdy vznik4
7,8-dihydrogenguanin. Proces oxidace remitko produktu G zahrnuje deprotonizaci
redukované baze, a proto je pro vznik piku &e#té, aby prosedi n€lo dobré pufrani

vlastnosti [1].
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Obrazek 20 Guanin

3.3. Pyrimidinové baze

Zakladem je Sesfienny heterocyklus se #wa dusikovymi heteroatomy.
Pyrimidinové baze obsazené v nukleovych kyselinawdji vzdy v poloze 2 kyslik a
v poloze 4 kyslik nebo aminovou skupinu.

Pentosa se vaze glykosidovou vazbou na dusikowy atpoloze 1.
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Molekuly pyrimidinovych a purinovych bazi maji pmi strukturu a jsou relatign
rozpustné ve vad Vykazuji silnou absorpci UV #éni i 260 nm, toho se vyuZivafip
stanoveni nukleotida nukleovych kyselin [28].

Mezi pyrimidinové baze vyskytujici se v DNA piathymin a cytosin.

3.3.1. Cytosin

Je to heterocyklickd sléanina. VNA tvoii komplementarni par s guaninem, se
kterym se vazerémi vodikovymi niistky. pKa cytosinu jeipteplog 25°C 4,63 [1].

Cytosin poskytuje jednoduchou na pH zavislou reéduk/inu. Coulometricky bylo
zjisténo, Ze Bhem redukniho procesu cytosinu, pokud ptbime deaminace, dochazi

k ptenosu 3 elektran Redukini mechanismus popsal v roce 1972 Elving [29].

NH2
]
N
PN
H T 0
H

Obrazek 21 Cytosin

3.3.2. Thymin

Je to heterocyklicka sléanina gibuzna pyrimidinu. Vyskytuje se pouze v DNA, kde
se paruje s adeninemdwa vodikovymi nistky. Adsorbuje ultrafialové stlo jako vSechny
nukleové baze. Teplota tani dosahuje az 317°C.

Thymin v polarografickém a voltametrickém stanovesposkytuje pik.

0

|
H < CH
\w//\ﬁ//a
C C
o SN K

H
Obrazek 22 Thymin
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ZAV ER

Bakal&ska prace nam umadje vhled do zajimavé studie elektrochemického ahov
piedevSim derivét purinu (2-AMP; Ade; 2,6-DAMP) a guaninu na titwé elektrod a
seznamuje nas s problematikou elektroanalytickydtrad se zagfenim na eliminéni
voltametrii a aktualizuje vyuziti EVipstudiu kratkychrettzca DNA.

Bakal&ska prace je za#hena na princip a vyuziti elektroanalytickych metogkjich
aktualizaci pi analyzeNA a jejich poSkozeni se zatenim na oligonukleotidy obsahujici
purinovou bazi adenin. Ostatni baze (cytosin a thymeposkytuji zaéchto podminek
elektrochemicky signal.

Bakaldska prace vychazela z diséra prace [1], kterA dokazala jednoZnau
polohu redukniho signalu 2-AMP, odliSnou od fil2,6-DAMP a Ade. Adenin a 2,6-DAMP
maji @i stejné koncentraci rozdilnou vySku piKAde vysSi nez 2,6-DAMP), ale jejich
poloha je podobna a oba vstupuji do katalytickétoagsu vyvinu vodiku.

Pri méfenich kazdého aminopurinu se jako idealni pH pedstukazalo pH blizké 5.
Ve snEsi aminoderival nastava zrna a idealgsSim se stava pH blizké 4,5.ailodem
tohoto zvySeni kyselostitiie byt adenin (signalippH = 3,5).

Na velikosti piki ma vliv i znmena rychlosti polarizace. VysSi rychlost naskedn
zvySuje vySky pilk pii odckleném ngieni aminoderivdit Je nezbytné vyuZivatipméieni
smesi niZsi rychlosti polarizace, aby nedochazelddkpyvu signalu Ade a 2,6-DAMP.

Pro optimalizaci metody nutné testovat rethikvlastnosti aminoderivét purinu
zavislosti na:

* na struktile purinového derivatu (pet substituerit na pyrimidinovém kruhu
a jeho poloha)

e prostedi (pH pufru, slozky pufru, jejich koncentrace,ntmva sila),
koncentraci aminopurinu

* experimentalnich nastavitelnych parametrech (ngthigolarizace, velikost
potencialového okna, voltametricka metoda, teplota)

e vybéru polariz&nich rychlosti pro eliminai proceduru

Na tuto problematiku navazuje vyzkum a vyvoj senzaminopuriti s moznosti
diagnostikovat onemoéni zpisobené metabolickou poruchou. Vyhodou je skdst, Ze

elektrochemickéa detekce je rychla, levnéaao¥ nenargna.
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